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Resumen

En este capitulo se trataron muestras de agua contaminadas con diferentes microorganismos. Para el caso
de agua contaminada con Escherichia coli ATCC 25922, se obtuvo la inhibicion de esta al adicionarle
azul de metileno, este resultado fue evaluado para diferentes condiciones de iluminacién y presencia de
colorante. Para una muestra de agua contaminada con 1x10° UFC mL? de Escherichia coli
enteropatogena (EPEC), evaluada con tres concentraciones diferentes de azul de metileno (0.85, 0.95 y
1.05 Mm) en presencia y ausencia de radiacion solar, se determind una remocion a la salida de 1x10°
UFC mL* en promedio, para la concentracion de 1.05 Mm. Por ultimo, se evalu agua proveniente de
una planta de bombeo con alto contenido de coliformes totales, 242 UFC mL™, mediante la adicion de
azul de metileno en una primera instancia y afiil en otra, obteniéndose eficiencias de remocién de 93.05%
y 85.41% respectivamente.

Foto sensibilizacion; Oxigeno Singulete, Azul de metileno
Abstract

In this chapter water samples contaminated with different microorganisms were treated. For the case of
water contaminated with Escherichia coli ATCC 25922, the inhibition of this was obtained by the
addition of methylene blue, this result was evaluated for different lighting conditions and presence of
dye. For a sample of water contaminated with 1x106 CFU ml-1 of enteropathogenic Escherichia coli
(EPEC), evaluated with three different concentrations of methylene blue (0.85, 0.95 and 1.05 Mm) in the
presence and absence of solar radiation, an output removal of 1x103 CFU ml-1 on average was founded
with 1.05 Mm concentration. Finally, water from a pumping plant with a high content of total coliforms,
242 ml-1 of UFC, was evaluated by adding methylene blue in one first instance and indigo in another,
obtaining removal efficiencies of 93.05% and 85.41 % respectively.

Photosensitization, Singlet oxygen, Methylene blue
Introduccion

El proceso de fotosensibilizacién se produce al generar, por absorcion de la luz a una longitud de onda
determinada, el estado excitado de las moléculas de un colorante llamado sensibilizador. La excitacion
electrdnica del fotosensibilizador en presencia de oxigeno implica la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) (De Paula et al., 2010). El fotosensibilizador se regenera de
manera que actla como una especie de catalizador, formando a partir de una sola molécula de éste
muchas moléculas de oxigeno singulete, tantas veces como el oxigeno y la luz molecular estan presentes
(Sabbahi et al., 2010).

Entre los fotosensibilizadores mas comunmente utilizados para la generacion de oxigeno
singulete estan la rosa de bengala, azul de metileno, porfirina, entre otros (Garcia, 2010); los
fotosensibilizadores pueden iniciar una reaccion fotoquimica Tipo | o Tipo Il o una combinacion de
ambos. Las reacciones de tipo | implican la transferencia de electrones o protones desde el estado triplete
del fotosensibilizador, lo que lleva a la formacidn de especies citotoxicas como los radicales superdxido,
hidroxilo e hidroperéxido (Hasegawa et al., 2015). En una reaccién de Tipo Il, se produce una
transferencia de energia al estado fundamental del oxigeno molecular, lo que conduce a la produccion
del oxigeno reactivo singulete (Sabbahi et al., 2010).

De acuerdo con Garcia (2010), entre las aplicaciones mas recientes del oxigeno singulete esté el
desarrollo de procesos de desinfeccion de aguas, ya que este es susceptible de reaccionar con
biomoléculas presentes en la pared celular de microorganismos (los lipidos y proteinas de membrana),
lo que conduciria a su inactivacion. La inactivacion fotodindmica (PDI) es el nombre de un proceso,
derivado de la terapia fotodindmica (De Paula et al., 2010); el cual consiste en que un fotosensibilizador
es absorbido favorablemente por las bacterias y posteriormente activado por la luz a una longitud de onda
especifica en presencia de oxigeno reactivo citotoxico, que son toxicos a especies bacterianas (Fekrazad
etal., 2016).



41

Debido a la inmovilizacion del fotosensibilizador en el medio pueden ocurrir cambios espectrales
que afecten la absorcién de luz, generando menos estados excitados y un tiempo de vida del estado
excitado corto, por lo que el proceso de transferencia de energia al oxigeno molecular serd menos
eficiente y, como consecuencia, el rendimiento cuéntico de produccion de oxigeno singulete serd menor
que el determinado para el sensibilizador, por otro lado si el oxigeno singulete generado reacciona
eficientemente con especies quimicas presentes en el medio, llegard un momento en que la concentracion
de oxigeno molecular en el mismo se agote, por lo que la produccidn de oxigeno singulete cesa, debido
a esto es importante que exista una aireacion o reposicion del oxigeno. Si la concentracion del
fotosensibilizador en el medio es muy grande, puede ocasionar que el oxigeno singulete generado sea
desactivado por colisiones con el mismo fotosensibilizador que lo esta produciendo, lo que disminuye
apreciablemente el rendimiento cuantico de produccion de oxigeno singulete.

Fotosensibilizadores en tratamiento de aguas

En estudios aplicados en la desinfeccion del agua, autores como Orellana et al. (2011), utilizaron azul de
metileno (AM), logrando con éxito a escala de laboratorio y en una planta piloto experimental, tras 35
min de irradiacion solar (0.84 kW/m?) a efluentes contaminados con Esterichia coli, una disminucion de
la poblacion microbiana de 4 a 5 6rdenes de magnitud. Por otra parte, los autores Sabbahi, Alouini, Ben
Ayed, (2010) realizaron un estudio utilizando muestras de efluentes de la Planta de Tratamiento de Aguas
Residuales (PTAR) de Charguia, evaluando mediante el método de NUmero Mas Probable (NMP) la
presencia de Coliformes termo tolerantes y E. coli. Para la inactivacion de bacterias, utilizaron una
lampara 500 watts, tipo halogeno (OSRAM) a 650 nm como fuente de luz, concentraciones de AM desde
5 a 70 uM. Como resultado obtuvieron que a partir de 20 uM de AM se lograba la inactivacién de
bacterias. Asimismo, despues de 2 h, utilizando una concentracion de 50 uM de AM, las muestras
presentaron una reduccién >99% de Coliformes termo tolerantes. Los autores concluyen, que utilizando
una concentracién de 10 uM seguido de una exposicion de 12 horas de luz solar, se puede foto blanquear
AM, presentando una eficiencia del 92%.

Asimismo, otro estudio denominado Inactivacion fotodinamica de Escherichia coli con AM y
verde malaquita bajo luz LED roja, Hasegawa, et al. (2015), prepararon una suspension estandar de E.
coli (ATCC 25922) que contenia 106 UFC mL™ (Unidades Formadores de Colonias) y con los
fotosensibilizadores mencionados, irradiaron a longitudes de onda entre 600 y 680 nm, utilizando una
concentracion de 1000 umol mL™ de AM, redujeron el 94.6% de E. coli, en contraste con un 90% con
el verde malaquita; ambos tras 15 minutos de exposicion de irradiacion.

Ademas (De Paula et al., 2010), en su trabajo, un estudio comparativo de los sistemas de
irradiacién para la foto inactivacién de microorganismos. Utilizaron tres fuentes de radiacion diferentes,
AMS-I1I (652 nm), LED600 (663 nm) y una lampara halégena (OSRAM, modelo ENH, 250 W a 675-
700 nm), en una cepa que corresponde a Staphylococcus Aureus (ATCC 25923). Prepararon soluciones
de AM, a concentraciones de 5x107°, 5x10° y 5x10~ mol/dm?®. Irradiaron las muestras de agua durante
20 minutos. La primera fuente de radiacion present6 una foto inactivacion superior al 99%. Los otros
equipos que utilizaron para irradiar tambien presentaron buenos resultados de foto inactivacion, siendo
que a la concentracion de 5x10° mol/dm3 no hubo formacion de colonias.

Otro ejemplo, son Orellana et al. (2011), en una planta piloto experimental, como agente
sensibilizador el autor utiliz6 una concentracion de 0.7 g/m® de AM, a una iluminacion de 0.28—0.84
kW/m?2, el tratamiento durd 35 min en el cual removieron Coliformes y E. coli, Enterococcus fecalis,
polivirus, con 4 horas de irradiacion solar la degradacion del agente fotosensibilizador se aproximo al
100%. En un estudio realizado por Rossel et al., (2020), el cual consistid en la desinfeccién de un
influente con Coliformes totales y termo tolerantes con 200 UFC/100 ml, utilizando radiacion ultravioleta
durante 4 segundos de exposicion, eliminando por completo estos microorganismos. Otra investigacion
hecha por los autores Sabbahi et al. (2010), utilizando un influente con 1.1x10* de Coliformes totales,
logrando eliminar el 99% de estos. utilizando una concentracion de 50 uM de AM a 2 horas de exposicién
a la luz. Un estudio similar es el de Gutiérrez et al. (2006), el autor evalud el tiempo de inactivacién de
Coliformes totales y fecales utilizando una concentracion 0.5011 mg/ml de Dioxido de Titanio (TiOy),
con exposicion a radiacion solar de 120 minutos, la muestra tenia 3500 NMP/100 ml de coliformes
totales, alcanzando una inactivacion del 100%. Respecto a los Coliformes termo tolerantes, la radiacion
es mucho méas importante que la temperatura, puesto que estas bacterias resisten incrementos alrededor
de 50°C sin causar mortalidades apreciables (Solarte et al., 1997).
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En este proyecto se realizaron tres diferentes arreglos experimentales. Casol. Esterichia coli
ATCC 25922 depositadas en cajas Petri y azul de metileno como agente fotosensibilizador, Caso 2. E.
colienteropatdgena (EPEC) depositado en agua esterilizada, tratada con azul de metileno en el tren de
tratamiento. Caso 3. Agua proveniente del rio Grijalva con contenido de Coliformes totales y tratada con
azul de metileno y afiil como agentes fotosensibilizadores en el tren de tratamiento.

Materiales y métodos

Los colorantes utilizados fueron el azul de metileno o Cloruro de Metiltionina, es un colorante derivado
de la fenotiazina, capaz de enlazarse con &acidos nucleicos, es utilizado en terapia fotodinamica de
tumores malignos. Se encuentra como cristales de color verde oscuro que tienen la particularidad de ser
muy soluble en agua y al hacerlo, la solucién se torna color azul. Su formula molecular es C16H1sN3SCI
y el afiil, Indigofera suffruticosa, esta especie produce el colorante, que es propio de tierras tropicales,
mide aproximadamente un metro y pertenece al grupo de leguminosas (Contreras, 2010). El indigo de
origen vegetal esta compuesto por indigotina y una serie de componentes minoritarios, como indirubina,
flavonoides, sales inorganicas, entre otros (Castafieda, 2019). En México, el colorante se obtiene de dos
especies de arbustos, y aunque la mas importante de ellas también tiene aplicaciones medicinales,
alimenticias y cosmetoldgicas, el uso mas conocido y tradicional es el tintéreo (Martinez, 2014). Sin
embargo, otras especies de afil se han utilizado en otros paises. En este sentido, Ariizumi, manifiesta
que los textiles tefiidos con indigo tienen actividad bactericida (Citado por Sandoval et al., 2006).
Actualmente, se cultiva localmente en algunas partes de la region del Istmo de Tehuantepec en Oaxaca
y su importancia ha aumentado ligeramente en los Gltimos afios por la demanda de colorantes naturales
(Hanan & Mondragén, 2009).

La espectrofotometria UV-visible es una técnica analitica que permite determinar la
concentracion de un compuesto en solucién. Se basa en que las moléculas absorben las radiaciones
electromagnéticas y a su vez que la cantidad de luz absorbida depende de forma lineal de la
concentracion. Para hacer este tipo de medidas se emplea un espectrofotometro, en el que se puede
seleccionar la longitud de onda de la luz que pasa por una solucion y medir la cantidad de luz absorbida
por la misma. La absorbancia (A) esta relacionada con la muestra, puesto que indica la cantidad de luz
absorbida por la misma, se define como el logaritmo de 1/T, en consecuencia:

A = —log (i—g) (1)

Cuando la intensidad incidente (lo) y transmitida (It) son iguales, la transmitancia es del 100% e
indica que la muestra no absorbe a una determinada longitud de onda, y entonces A vale log 1 = 0. La
cantidad de luz absorbida dependera de la distancia que recorre esta a través de la solucion del cromo6foro
y de la concentracién de éste, expresada en la ley de Beer-Lambert

A= ¢ecl 2)

La cual cumple para soluciones diluidas a concentraciones altas c, la constante de
proporcionalidad ¢ varia con la concentracién, debido a fendmenos de dispersion de la luz, adicion de
moléculas, cambios del medio, etc. y a una longitud | de desplazamiento a través del material. El pico de
absorcion de una solucidn indica la region en la cual esta obtiene una mayor transferencia de energia de
los fotones a sus moléculas. Para el azul de metileno se tiene una méaxima absorcién a una longitud de
onda alrededor de los 660 nm, en la region naranja/rojo del espectro UV-Vis, por lo cual es preciso
irradiar con una fuente de luz con pico de emision presente en esta region.

Para la preparacion de la dilucion del colorante se realizaron los siguientes pasos, en una balanza
analitica se midieron los gramos de colorante (soluto) necesarios para las concentraciones deseadas, se
depositd en un vaso de precipitado y se le agrego agua destilada, a un volumen determinado para alcanzar
la concentracion deseada y por ultimo, se homogenizé la solucién y se almacend en un recipiente de
color &mbar bajo refrigeracion. La muestra es viable de 2 a 3 meses en esas condiciones.
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Inactivacion de coliformes totales y bacterias

Para evaluar la efectividad de inactivacion empleando el azul de metileno o afil como agente
fotosensibilizador, se observaron las siguientes condiciones, como fuente de iluminacion para la
excitacion del colorante se emple6 la luz solar, debido a que es capaz de generar la fotosensibilizacion
(Cooper & Goswami , 2002), por el amplio espectro que presenta, ademas de ser una fuente natural,
limpia, y con la capacidad de aportar altas cantidades de energia en poco tiempo; se utilizaron
concentraciones de colorante desde 0.85 mM; se expuso la muestra desde 25 minutos hasta 75 minutos
de irradiacion solar y para corroborar el efecto de inactivacion se realizo el conteo de bacterias del
influente y efluente. Las alicuotas tomadas para cada repeticion fue empleando un Asa bacterioldgica
calibrada de 10 uL segun las especificaciones de produccion.

Tren de tratamiento

Orellana (2005) realizé el experimento de foto inactivacion mediada por Oz, en una planta piloto
experimental, que consistia en un tren de tratamiento con material de acero galvanizado, en este trabajo
se utiliz6 una estructura asequible en términos de costo y disponibilidad de materiales, se construy6 con
tubos de CPVC de media pulgada de diametro, que funciond como la base del sistema.

Figura 1. Tren de tratamiento utilizado con dosificador de colorante y control de tiempo de retencién
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En la figura 1 se muestra el diagrama del tren de tratamiento. El arreglo tiene como entrada un
bidon (1) con una capacidad de 19 litros, que funciond como almacenamiento para el influente; seguido
de cuatro contenedores, con capacidad de almacenar un volumen de 3.5 litros cada uno, conectados entre
si con tubos de CPVC de media pulgada. Para regular el caudal se utilizaron cuatro valvulas de globo de
% pulgada; se colocaron a partir del bidon 1 y Contenedor 1 (C1), y entre cada union de contenedores
(C1, C2, C3y C4). Para la salida del agua del altimo contendor se utilizd un micro gotero conectado a
una manguera con equipo para venoclisis, mismo que se encarg6 de conducir el agua hasta el bidon de
salida (2), el cual se utilizo como almacenamiento del agua tratada. Para el colorante se colocé una bolsa
para enema (Industrias Plasticas Médicas, IPM) con una capacidad de 1000 ml conectada al tren de
tratamiento, lo cual permiti6 su dilucion con el agua.

Caracteristicas genotipicas de Escherichia coli enteropatégena (EPEC)

La Escherichia coli es una bacteria Gram negativa que pertenece a la familia Enterobacteriaceae de la
tribu Escherichia (Bergey, 1994). Entre algunos de sus multiples atributos se sabe que es el principal
anaerobio facultativo de la flora normal microbiana del colon humano, en donde participa de manera
importante en el control fisiolégico. Tipicamente E. coli coloniza el tracto gastrointestinal de los recién
nacidos dentro de sus primeras horas y permanece ahi durante toda la vida en simbiosis con su huésped
humano (Vidal-Graniel, 2003).
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La EPEC, denominada asi para diferenciar a este tipo virulento de las bacterias de flora norma,
es una bacteria causante principales de diarrea en nifios menores de dos afios en paises en vias de
desarrollo. La principal caracteristica histopatologica de la infeccion es una lesion que induce la EPEC
en el intestino conocida como la lesién A/E (adherencia y eliminacion).

Figura 2 Genes eaeA y bfpA (384 y 324 pares de bases [pb], respectivamente) de E. coli
enteropatogena (EPEC) amplificados mediante la reaccion en cadena de lapolimerasa. a) MPM (100
pb); b), genes eaeAy bfpA en la cepa prototipo E. coli enteropatégena E2348/69

a) b)
1000 «<—
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En la figura 2 se aprecian los genes que distinguen a la bacteria utilizada para los ensayos, eaeA
y bfpA (384 y324 pares de bases, respectivamente), que codifican para las proteinas intimina y pili
formador de rizos de esta bacteria. Ambas proteinas tienen papeles relevantes para que esta bacteria cause
dafio al intestino humano y de animales. Este reconocimiento se realizé mediante el analisis genético,
donde se encuentran estos dos genes tipicos (cada banda representa a un gen).

Resultados
Casol. Fotosensibilizacién para la remocion de Esterichia coli ATCC 25922

Se realizaron ensayos en cajas de Petri, utilizando un asa de 10uL con la alicuota la cual se depositaron
muestras en un agar estandar Luria Bertani (LB), se utilizd este agar ya que proporciona los nutrimentos
necesarios para el crecimiento de una amplia variedad de microorganismos, entre estos, la cepa de E.
Coli ATCC 25922 utilizada en el ensayo, colocando muestras en completa oscuridad (grupo testigo),
muestras irradiadas con luz solar (grupo de control) y muestras con azul de metileno (AM) expuestas de
igual manera a luz solar (grupo experimental) para observar el efecto de fotosensibilizacién del AM sobre
las bacterias.

Figura 3 Imagenes de los resultados observados sobre los ensayos realizados: a) (grupo testigo, b)
grupo de control y ¢) grupo experimental
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En la figura 3, se presentan imagenes siendo a) muestras del grupo testigo, como se esperaba, no
presentaron inactivacion. Lo que realza el hecho de la necesidad de una fuente de luz para activar el
efecto de fotosensibilizacion, b) sobre el grupo de control, se realizaron ensayos con irradiacion solar de
1 minuto, observando crecimiento bacteriano lo que demuestra la ausencia de efecto de oxidacion
generado por el fotosensibilizador y ¢) para el grupo experimental, se observé ausencia de crecimiento,
con esto se infiere que un minuto de exposicién solar es suficiente para llevar a cabo el proceso de
fotosensibilizacion del AM sobre las muestras.

Caso 2. Fotosensibilizacion para la remocion de E. coli enteropatogena (EPEC)

Se utilizo el tren de tratamiento descrito en la figura 1, empleando ensayos de 10 litros de agua
esterilizada a la cual se le agregaron 1x10° unidades de EPEC y mediante un dosificador se agregaron
dosis desde 0.85 hasta 1.05Mm de azul de metileno, exponiéndose a la luz solar durante 25 minutos.
Luego de tratar el agua contaminada con E. coli enteropatogena con azul de metileno, divididas en
muestras expuestas a la luz solar (R) y no expuestas a esta (SR), se observo una reduccion significativa
en la cantidad de Unidades formadoras de colonias (UFC) de esta bacteria (Tabla 1). En la Tabla 1,
muestra la cantidad de E. coli enteropatégena (UFC mL™) determinada por cada tratamiento. Las
determinaciones se hicieron por duplicado, la tltima columna muestra el valor de p calculado mediante
la prueba t de Student para muestras independientes. Se observo, ademas que el tratamiento realizado a
una concentracion de azul de metileno de 1.05 Mm presentd los mejores resultados, con una remocion
de tres 6rdenes de magnitud, disminuyendo de 1x10® UFC mL™* que se tiene a la entrada hasta 1x103
UFC mL™ en promedio, obteniendo en uno de los casos hasta 1x102 UFC mL™.

Tabla 1 Cuantificacion de E. coli enteropatdgena bajo diferentes tratamientos

2).
Tabla 2 Pruebas de normalidad de los tratamientos del agua
Cond Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.
E. . R 0.928 10 0.428
coli
SR 0.881 10 0.132

i} ~
Azul de ] T s K. Y Valor de
it Condicion | ( ohcnl(jr(')p'alog_o.:na ‘

Log (UFC mL™")
Mi SR | 6.09 | 0.003
Mi | SR 5.90 |

0 SR 6.08 |
0 SR 5.81

| 0.85 | SR 5.93

| 0.85 | SR '5.57
0.95 SR 6.13

1095 |SR 5.60
1.05 SR 6.21

| 1.05 | SR 5.04
Media 5.8360 (+0.35)

Mi R 5.64

| Mi R 582

0 R 5.23
0 R 5.41 ‘

1 0.85 | R 3.36 |

| 0.85 TR 13905
0.95 R 2.70 f

1095 [R 13.65 |
1.05 R 1.70 [

1 1.05 R 3.40
Media R 4 0860 (+1.38)

La prueba de Shapiro-Wilk revel6 que la muestra tuvo un comportamiento normal (p>0.05; tabla

agua bajo condiciones controladas en laboratorio.

Estos resultados demuestran el alcance de emplear este novedoso método para desinfectar el
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Caso 3. Fotosensibilizacion para la remocion de coliformes totales

Para la preparacion de la solucién, se utilizd6 AM en solucion alcohodlica al 1% de 500 ml de la marca
LABESSA vy afiil. Para la medicién de absorbancia se utilizd un espectrémetro de fibra optica Ocean
Optics Inc. USB4000 y el software Spectra Suite. Se utilizd la longitud de onda de 625 nm para
determinar la concentracion del colorante.

Influente: El agua fue extraida de la planta de bombeo Culati, ubicada en localidad de Chiapa de
Corzo, con coordenadas 16°41°35.65” Ny 93°00°33.46 W. Para el primer tratamiento (azul de metileno)
se colectd 10 litros y para el segundo tratamiento (afiil) se colect6 20 litros de agua y se tomo una muestra
en una bolsa estéril de 500 ml seguido del protocolo que establece la NMX-AA-042-SCFI-2015.

Efluente: Se colecto el agua tratada a la salida del tren de tratamiento en una bolsa estéril de 500
ml seguido del protocolo que establece en la NMX-AA-042-SCFI-2015. En ambos casos (influente y
efluente) durante el traslado de las muestras de agua al laboratorio correspondiente, se mantuvieron a
una temperatura alrededor de 4 °C + 2 °C.

El primer ensayo fue realizado con un tiempo de exposicion de 75 minutos, a una radiacion solar
promedio de 533.75 W/m? (datos obtenidos del Servicio Meteoroldgico Nacional, SMN). Se utilizo la
concentracion de 248.46 mg/ml de AM aplicado para la desinfeccion de 12 litros de agua a un caudal de
2.66x10°® m®s. Se determind para el influente un total de 24200 UFC/100 ml, mientras que para el
efluente se redujo a 1680 UFC/100 ml de coliformes totales, obteniéndose una eficiencia de remocion
del 93.05%. Dichos anélisis fueron desarrollados por el método sustrato cromogénico.

En el segundo ensayo se utilizo afiil como fotosensibilizador, a una concentracion de 0.2 mg/ml,
expuesto durante 65 minutos a una radiacion solar de 741.18 W/m?. Durante ese tiempo se aplicd el
tratamiento para 8.5 litros de agua, teniendo 2.17x10°® m%/s de caudal. Los resultados del influente
tuvieron un valor de 24000 NMP/ml de organismos de Coliformes totales (NUmero Mas Probable).
Después del tratamiento, se logrd reducir hasta 3500 NMP/100 ml, obteniendo una eficiencia de
remocion del 85.41%. estas mediciones se realizaron segin la metodologia de la NOM-112-SSA1-1994
para la determinacion de bacterias Coliformes con la Técnica de NUmero Mas Probable.

Los resultados del influente y efluente del tratamiento se comparan al limite permisible para la
ausencia o no detectable, referente a organismos Coliformes totales, establecido en la NOM-127-SSA1-
1994. Aunque, la turbidez y los s6lidos no se evaluaron en este estudio, cabe mencionar que en ambos
tratamientos se presenciaron sélidos y después de 20 minutos se sedimentaron en el recipiente 1 y en los
primeros 3 contenedores.

Conclusiones

La concentracion de AM con mayor absorcion se presentd en 1 mM a un flujo de energia de 5 J/cm?. Las
pruebas realizadas a distintos volimenes de solucion, definieron que la absorbancia de energia con
respecto al volumen presenta cierto limite, en el cual se puede definir que en un volumen muy bajo el
medio se satura de luz lo que provoca la inhibicion en la generacion de reactivos de oxigeno, asi como
también el mismo efecto de produccion se ve afectado en volumenes elevados. Los resultados obtenidos
determinaron una alta relacién entre la concentracion del fotosensibilizador y la energia absorbida en un
determinado tiempo para la produccién de los reactivos de oxigeno. Empleando la luz solar como fuente
de energia, se demostro que se obtiene la inhibicion de bacterias E. coli ATCC225, EPEC y coliformes
totales. La inhibicion de coliformes totales aplicando azul de metileno como agente sensibilizador a una
longitud de onda de 620 nm-a 630 nm fue efectivo, alcanzando una reduccién de 93.05%, aunque este
resultado no se encuentra dentro del limite establecido por la NOM-127-SSA1-1994. Esta baja eficiencia
pudo ser ocasionada por la dosis aplicada (248.46 mg/ml) del fotosensibilizador, considerada alta, en
comparacion a dosis que otros autores han reportado.

El empleo de un colorante natural como el afiil, resulto ser efectivo como agente sensibilizador.
Ya que no existe antecedente de su empleo en el tratamiento de aguas. Present6 85.04% de remocion de
organismos de Coliformes totales. Se considera que debido a que el colorante se obtiene de la planta del
Xiquilete mediante procesos tradicionales, dichos procesos de produccion perjudican en menor medida
al medio ambiente en contraste al empleo de un colorante como el azul de metileno.
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